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SIGNIFICATION DES ABRÉVIATIONS UTILlsŒS 
G.R. : globule rouge. 
G.R.H. : globule rouge humain. 
G.R.M. : globule rouge de mouton. 
G.R.P. : globule rouge de porc. 
M.G.G. : May Grunwald Giemsa. 
NaJI EDTA : sel trisodique de l'acide éthylène diamine tetraacétique. 
P.B.S. : tampon phosphate. 
P.E. : polynucléaire éosinophile. 
P.L.A. : antigène spécifique du lymphocyte du pore (Pig Lymphocyte 
antigen). 
P.N. : polynucléaire neutrophile. 
P.O.X. : coloration à la peroxydase. 
P.T.A . . : antigène thymocytaire du porc (pig thymocyte antigen). 
S.P.C. : sérum de porc, source de complément. 
S.V.F. : sérum de veau fœtal. 
Les données récentes de l'immunologie autorisent l'identifi­
cation chez les mammifères de 2 populations lymphocytaires T 
et B qui diffèrent dans leurs fonctions et qui comp�rtent des 
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propriétés membranaires distinctes. Le lymphocyte T, qui dérive 
du thymus, est identifiable par un hétéroantigène, tel le P.T.A. 
(pig thymocyte antigen) chez le porc (24), et sa capacité de 
fixer in vitro des globules rouges de mouton non traité (8, 22, 
13, 24) (rosettes E). Les lymphocytes B dérivent de la moelle 
osseuse, sont indépendants du thymus, et comportent des immu­
noglobulines membranaires facilement détectables ; en outre, 
ils possèdent des récepteurs pour la portion Fe des gamma­
globulines agrégées (6) ou pour des complexes antigènes-anti­
corps (lesquels antigènes peuvent être représentés par des glo­
bules rouges), permettant la formation de rosettes EA (10). 
Les cellules B possèdent enfin un récepteur pour les fragments 
dégradés du troisième composant du complément (Cab et Cad) 
(19, 20, 25) qu'on peut mettre en évidence par les rosettes zymo­
san (RZ) (17). Cependant quelques lymphocytes peuvent pré­
senter des récepteurs communs aux cellules B et T : cellules D 
lorsqu'il s'agit des récepteurs E et Z (3), lymphocytes T activés 
lorsque sont exprimés les récepteurs E et EA (9, 28). 
Dans cette note nous rapportons l'étude des paramètres de 
techniques séparées permettant la détection des récepteurs E, 
Cab et Fe ; la combinaison deux à deux de ces techniques permet 
de montrer l'indépendance des marqueurs choisis et met en 
évidence les cellules comportant un ou deux de ces récepteurs. 
Pour ces dernières les propriétés d'adhésion à la fibre de nylon 
permettent de les rattacher à l'un des deux compartiments lym­
phocytaires. 
1. - MATÉRIEL 
1. Mélange Ficoll-lso'fXUlue. 
La solution d'lsopaque est préparée en mélangeant 20 ml d'lsopaque 
Winthrop 350 à 16 ml d'eau désionisée. Cette solution est ajoutée à 86,4 ml 
de Ficoll (Pharmacia P.M. : 40000) à 9 p. 100 p/v. Le mélange de 
d == 1,07 est conservé dans des flacons opaques à + 6 •c. 
2. Réactifs. 
Diluants : le tampon phosphate sans calcium ni magnes1um (P.B.S.) 
provient de B.D. Mérieux ainsi que la trypsine (solution à 2,5 p. 100) 
et la solution de bicarbonate de sodium à 5,6 p. 100. Le tampon véronal 
pour dilution du complément est préparé à partir des tablettes Oxoïd. 
Le liquide de Hanks (Institut Pasteur) est utilisé sans modification, 
le milieu de Earle (Flow) est bicarbonaté juste avant l'emploi jusqu'à 
obtention du pH = 7 ,2. 
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Sérums 
Les sérums fœtaux de veau ou de porc (Gibco) sont chauffés 1/2 h 
à + 56 °C, puis absorbés (v/v lh à + 4 °C en agitation continue) sur 
les globules rouges utilisés dans les tests. 
Colorants 
- Le bleu Trypan (Gibco) en solution mère à 0,4 p. 100 se trouve 
dilué au 1/5 dans les tests de vitalité. 
- Le bleu de méthylène (R.A.L.) est préparé à 0,33 p. 100 dans du 
liquide de Hanks. 
- Le rouge neutre (R.A.L.) est préparé suivant HABESHAW et 
YOUNG (11). 
- Coloration au Vert de Méthyl Pyronine. 2 g de vert de méthyl 
(R.A.L., lavé au chloroforme) sont dissous dans 100 ml d'eau ; 5 g de 
pyronine (Eastmann) sont dissous dans 100 ml d'eau. A 17 ,5 ml de 
pyronine sont ajoutés 10 ml de solution de vert de méthyle et 250 ml d'eau. 
Cette solution A est mélangée avec un égal volume de tampon acétate 
0,2 M pH == 4,8 juste avant l'emploi. Les cellules séchées, fixées à 
l'alcool méthylique, sont colorées pendant 10 minutes puis rincées à l'eau. 
Autres réactifs. 
L'héparine (Liquémine Roche) est utilisée à raison de 20 U.l./ml de 
sang. La glutaraldéhyde (en solution à 25 p. 100, Eastmann) est utilisée 
à 5 p. 100 en tampon phosphate. 
3. Colonnes. 
- De billes de verre : les colonnes d'une hauteur de 5 cm et d'un 
diamètre de 1 cm, sont constituées de billes de verre de 4 mm de dia­
mètre (Prolabo). Par filtration rapide à la température du laboratoire 
on peut réduire le pourcentage élevé de mortalité lymphocytaire de 
25 p. 100 à 8 p. 100 avec une perte de 30 p. 100 des cellules. 
- Bourre de nylon. 
Les fibres de polyamide (3d; coupe 4d ; frisure 78 ; laboratoires 
Douillet) sont lavées dans 3 bains d'eau courante, 3 bains d'eau distillée, 
3 bains de P.B.S. puis séchées à + 37 °C. Après dégrossissage des 
fibres, on prépare une colonne suivant BROWN et GREAVES (2) dans une 
chambre dont la température est maintenue à + 38 °C ( + 37 à + 39) 
pendant 1 h 30. 
4. Le Zymosan (Z) (16). 
Ce réactif est fourni par Sigma (Zymosan A). Il est lavé avant utili­
sation et son pouvoir de fixation au C, est titré. 
5. Sérum de lapin anti-Forssmann. 
Le sérum anti-G.R.M. est obtenu après injections de 2 à 4 ml de 
stroma de globules rouges (obtenu suivant KABAT (14) en intramusculaire 
à un lapin ; 3 injections sont pratiquées à 1 mois d'intervalle, la qua-
202 BULLETIN DE L'ACADÉMIE 
trième 9 mois après ; le sérum est récolté deux semaines après cette 
dernière injection. 
Avant traitement au P-mereaptoéthanol, cet antisérum renfermait 
80 unités hémagglutinantes. Après traitement, il n'en contenait plus que 16. 
6. Globules rouges et sources de complément. 
Le sang est prélevé par ponction veineuse de différents animaux de 
laboratoire sur héparine. Après centrifugation (cf. résultats), le culot 
de G.R. est repris et lavé dans du liquide de Hanks. 
Lorsque les hématies sont âgées de plus de 24 h elles sont relavées 
jusqu'à élimination de l'hémoglobine. 
Les différentes sources de complément proviennent de sérums d'ani­
maux de notre laboratoire qui sont répartis en petits tubes bouchés et 
conservés à - 70 °C. 
MtTHODES 
1. - Prélèvements. 
Les prélèvements d'organes ont été effectués comme précédemment 
décrit (24). 
Le prélèvement de sang, d'un volume de 500 ml est ainsi traité : 
250 ml sont recueillis sur héparine lors de l'abattage (porcs de race 
Large-White âgés de 6 à 8 mois) et 250 ml sont mis à coaguler pour 
récolter le sérum. Quelques prélèvements ont été faits sur l'animal sur 
pieds à titre comparatif. 
II. - Recueil des mononucléaires. 
1) Par simple sédimentation. 
Lorsque les globules rouges sédimentent rapidement, on peut se conten­
ter de prélever l'interface G.R./plasma et laver la suspension obtenue 
3 fois dans du liquide de Hanks. 
2) A l'aide du plaBmagel. 
Après avoir ajouté au sang 1/3 de son volume en plasmagel (Roger Bel­
lon) à + 37 ° C, la sédimentation des G.R. s'opère durant 45 mm à 
+ 37 °C en tube incliné à 45° ; le surnageant est alors filtré rapidement 
sur bourre de nylon imbibée de plasma à + 37 °C. Après centrifugation 
le culot de lymphocytes est lavé 2 fois dans du liquide de Hanks. 
3) Sur gradient de Ficoll-lsopaque. 
Le sang (80 ml) dilué au 1/3 dans du P.B.S. est déposé par fraction 
de 15 ml sur 9 ml du gradient ; après 25 mn de centrifugation à 400 g 
( + 15 °C) l'anneau lymphocytaire est prélevé soigneusement à la pipette, 
puis lavé (10 mn, 1000 g, + 4 ° C) . Le culot est alors repris dans le 
liquide de Hanks et lavé trois fois. La contamination en globules rouges 
porcins et en plaquettes est variable. 
III. - Colorations. 
1) Vitales : ingestion de rouge neutre : c'est un marqueur efficace 
pour repérer les cellules phagocytaires (4,9). 
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2) Sur frottis : un frottis est effectué pour chaque sang et chaque 
suspension. Pour cette dernière on doit ajouter quelques gouttes de 
sérum de porc autologue afin d'éviter la formation d'ombres de GUM­
PRECHT. Les colorations utilisées pour reconnaître les éléments cellulaires 
sont le May Grunwald Giemsa et la coloration à la peroxydase (22) 
pour différencier les monocytes. 
IV. - Test de vitalité. 
50 µl de suspension cellulaire à 32.106/ml sont mis en contact de 
200 µl de liquide de Hanks et 50 µl de Bleu Trypan et incubés (vitalité 
différée) ou non (vitalité immédiate) 10 mn à + 37 °C. On dénombre 
dans une chambre de Malassez le nombre de cellules mortes (bleues) 
qu'on rapporte au nombre de cellules totales. 
V. - Préparation des globules rouges. 
1) Titrage des hémagglutinines et hémolysines. 
0,5 ml de sérum anti-globule rouge sont mélangés à 2 gouttes de G.R. 
à 2 p. 100 puis centrifugés et le titre agglutinant déterminé au miroir 
concave, après remise en suspension ; l'hémolyse est pratiquée par mise 
en contact de 1 ml de G.R. à 2 p. 100, sensibilisés par une unité hémag­
glutinante avec différentes sources de complément à + 37 °C. 
Dans le système anticorps de lapin anti-G.R.M. et G.R.M., les complé­
ments de mouton et de cheval ne sont pas hémolytiques à la différence 
du complément de porc. 
Dans le système anticorps de lapin anti-G.R.P. et G.R.P., les complé­
ments de mouton et de porc ne sont pas hémolytiques. Le sérum de 
cheval a un très fort anticorps hémolytique naturel anti-G.R.P. 
2) Inhibition par le Zymosan. 
0,25 ml de S.P.C. pur ou au 1/3 sont mélangés à 0,25 ml d'une suspen­
sion de Zymosan allant de 0,5.108/ml à 8.108/ml, incubés 30 mn à + 37 °C, 
puis le surnageant sert de source de complément pour le test d'hémolyse. 
L'inactivation du Ca a été complète avec moins de 1,5.108 particules/ml 
de sérum de porc. 
3) Technique de détection des rosettes naturelles à G.R.M. (E). 
La suspension leucocytaire une fois préparée est aussitôt utilisée. 
60 µl à 3.10'/ml sont mélangés à 0,1 ml de G.R.M. à 0,5 p. 100 et 
40 µl de S.V.F. (absorbé sur G.R.M.), toutes ces opérations étant effec­
tuées à la température du laboratoire. Après 5 mn à 200 g, le mélange 
est incubé 1 h à + 6 °C, puis remis doucement en suspension à la pipette 
Pasteur ou sur Roller (10 rev /mn ; plan vertical) après adjonction 
d'une goutte de bleu de méthylène. Chacun des tests est réalisé sur 
2 tubes et 200 leucocytes sont comptés, parmi lesquels les rosettes, 
c'est-à-dire un lymphocyte entouré d'au-moins 3 hématies. Aucune cor­
rection n'a été apportée, ni pour les cellules mortes, ni pour les monocytes. 
4) Technique de détection des rosettes à G.R.M. sensibilisés (E.A.). 
5 ml d'antisérum sont mis en contact d'un égal volume d'une suspension 
de G.R.M. à 5 p. 100 pendant 1 h à + 37 °C. Après 3 lavages dans le 
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liquide de Banks des G.R.M. sensibilisés, la suspension est ajustée à 
0,5 p. 100. 
Le test est réalisé par la mise en contact de 0,25 ml de cette suspension 
avec 0,25 ml d'une suspension de lymphocytes ajustée à 4.10" cellules/ml, 
puis centrifugation 5 mn à 200 g et lecture immédiate, après remise 
en suspension brutale ; un témoin est inclus dans le test ne comportant 
que des globules rouges non sensibilisés (témoin E). 
VI. - Préparatûm du complexe Zymosan-C, et rosette à Zymosan (R.Z.). 
1) Préparation du complexe Zymosan-CJ : 
100 mg de Zymosan sont dispersés dans 10 ml d'eau physiologique tam­
ponnée et portés à ébullition 30 mn, puis lavés et repris dans ce même 
tampon. Des volumes égaux de suspension de Zyrnosan à 2.108 parti­
cules/ml et de sérum de mouton ou cheval dilué au 1/3 dans du tampon 
véronal ou sérum de porc pur sont incubés 1/2 h à + 37 °C. Les parti­
cules sensibilisées sont alors lavées 2 fois dans du liquide de Banks et 
ajustées à 108 particules/ml. Une suspension identique non sensibilisée 
est utilisée comme témoin. 
2) Détection des lymphocytes formant des rosettes à Zymosan. 
A 0,1 ml de la suspension du complexe Zyrnosan-C, est ajouté 0,1 ml 
d'une suspension à 2.106 lymphocytes/ml à la température du laboratoire 
et l'ensemble est immédiatement centrifugé 5 mn à 200 g. La lecture est 
faite en excluant les rosettes comportant un monocyte central. 
VII. - Détection de rosettes mixtes. 
1) Rosettes mixtes E et R.Z. 
Sont mis en présence 50 µl de suspension de Zymosan ajustée à 2.108 
particules/ml, 50 µl de G.R.M. à 1 p. 100, 40 µl de S.V.F. et 60 µl de 
lymphocytes à 3.106/ml. Le mélange est alors centrifugé 5 mn à 200 g 
puis incubé 1 h à + 4 °C. La lecture se fait comme ci-dessus. 
2) Rosettes mixtes E.A. et R.Z. 
0,25 ml d'une suspension à 4.106 lymphocytes/ml sont mis en présence 
de 125 µl de E.A. à 1 p. 100 et 125 µl de Zymosan à 2.lOS/ml. L'ensemble 
est lu comme ci-dessus immédiatement après la centrifugation. 
3) Rosettes mixtes E. et E.A. 
Un volume d'une suspension E.A. à 1 p. 100 est mélangé avec un égal 
volume de E. à 1 p. 100 marqué à l'isothiocyanate de Fluorescéine (27) 
et le test réalisé comme pour la détection des E.A. 
VIII. - Différents traitements inhibiteurs. 
- Les globules rouges de mouton en suspension à 5 p. 100 sont mis 
en contact d'un égal volume de trypsine à 2.5 p. 100 diluée au 1/6 dans 
du liquide de Banks pendant 30 mn à + 37 °C. Puis ils sont lavés 3 fois 
dans le liquide de Banks. Des globules rouges subissant le même traite­
ment, à l'exception de l'action de la trypsine, servent de témoin. 
- L'inhibition par les sérums anti-thyrnocytaires a été décrite anté­
rieurement (24). Une modification a été apportée ; elle consiste en 
l'incubation des lymphocytes avec l'antisérum 1 h à + 6 °C. 
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RÉSULTATS 
1. - Vitalité des suspensions.
La suspension une fois préparée, on relève une mortalité immé­
diate allant de 1 p. 100 à 10 p. 100. Après incubation à + 37 °C 
le pourcentage de cellules prenant le bleu Trypan ne doit pas 
augmenter, sinon on se trouve en présence de cellules fragilisées. 
Une numération est effectuée en parallèle afin de s'assurer 
qu'une bonne vitalité ne correspond pas, en fait, à une lyse des 
cellules fragiles. 
II. - Formule leucocytaire et rendement.
Si la méthode au Ficoll-Isopaque n'assure pas le rendement 
optimal (seulement 30 p. 100 des leucocytes sont récupérés) elle 
est celle qui enrichit le plus en lymphocytes (rendement de 
50 p. 100). 
Etablie sur 3 sangs, la coloration à la peroxydase montre en 
moyenne une contamination monocytaire de 10 p. 100. Le test 
fonctionnel de phagocytose du rouge neutre, met en évidence le 
même pourcentage. 
III. - Adhérence des globules rouges de mouton aux cellules 
mononucléées : Rosettes E. 
Le pourcentage de rosette E mouton dans le sang circulant 
variait autour de 41 p. 100. Les hématies de cheval, d'homme, 
de poule, de pigeon ou de bœuf donnent un pourcentage maximal 
de 6 p. 100. Il est intéressant de noter que la seule sédimen­
tation du sang total ou des suspensions lymphocytaires conta­
minées par les globules rouges porcins autologues, 12 h à + 6 °C, 
permettait la formation de rosettes autologues pour un maxi­
mum de 6 p. 1 OO des cellules. 
L'histogramme (fig. 1 ) , réalisé sur les cellules sanguines montre 
que la majorité d'entre elles étaient recouvertes de plus de 
10 hématies lui donnant l'aspect de morula. Rarement une 
cellule morte forme une rosette. 
Les frottis réalisés sur les rosettes fixées à la glutaraldéhyde 
et colorés au vert de méthyle-pyronine permettent d'identifier 
la cellule centrale (photo 1) ; il s'agit de petit ou moyen lym­
phocyte et dans quelques rares cas de monocyte (pas plus de 
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FIG. 1. - Histogramme de répartition des rosettes en fonction du 
nombre de globules rouges (les barres représentent l'histogramme obtenu 
suivant la technique standard ; les pointillés après incubation des lympho­
cytes à __.__ 37 °C, 1 h). 
PHOTO 1. - Rosette naturelle (E) 
La technique décrite ci-dessus permet donc de mettre en t'·vi­
denee une proportion plus importante de lymphocytes sanguins 
formant des rosettes E que celle décrite antérieurement (24 ) , 
cependant l'accroissement est comparativement moindre pour 
les cellules thymiques (72 p. 100 contre 55 p. 100 antl;rieure­
nwn t). Enfin nous avons montré que le phénomène était inhibé 
par un anticorps anti-P.T.A. ou un sérmn anti-cerveau, montrant 
l'appartenance de ces cellules aux lymphocytes T. 
Influence dt' diuers paramètres sur le pourcentage de rosettes E. 
a) .llode d'isolement des cellules mononucléées. 
Le tableau 1 montre qu'en doublant ou quadruplant la pro­
portion en lymphocytes, on augmente dans le même rapport 
le pourcentage de E, puisque ce dl•rnicr est rapporté au nombre 
total des cellules mononucléées (lymphocytes et monocytes). 
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TABLEAU 1 
Jnfl,uence du mode d'obtention des lymphocytes 
sur le pourcentage de rosettes à globules rouges du mouton ( GRM) 
ou humain (GRH) 
Mode d'obtention Formule leucocytaire 
des lymphocytes PN PE Lympho Mono 
Sédimentation simple 60 17 20 3 
Sédimentation en plas-
magel ........ . .... 13 36 45 4 
Sédimentation en ficoll 
isopaque ........... 6 ' 90 0 






Le tableau II met en évidence l'insuffisance du rapport G.R./ 
lymphocytes égal à 25/6 (technique Mickelm) (18). En outre, 
alors qu'on obtient le pourcentage maximal pour le groupe thy­
mus-ganglion avec un rapport égal à 12/1, il faut porter ce 
dernier à 35/1 pour avoir la valeur optimale pour les lympho­
cytes circulants. 
TABLEAU II 
Inftuence du rapport globules rouges/lymphocytes 
sur le pourcentage de lymphocytes formant des rosettes naturelles ( E) 








71,5 ± 9,9 
72 
c) Etat physique de l'hématie. 
Ganglion Sang mésentérique 
6,6 2,6 ± 2,2 
51,9 ± 14,8 23,3 ± 2,7 
JO 40,8 ± 7,1 
J1 25,8 ± 9,7 
- D'une façon surprenante, avec des globules rouges récu­
pérés par une centrifugation de seulement 5 mn et lavées une 
fois de la même façon, le pourcentage de rosettes est de 42 p. 100 
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contre 25 p. 1 OO pour les globules rouges lavés 3 fois dans du 
liquide de Hanks pendant 10 mn. Ceci implique de n'utiliser que 
des suspensions fraîchement préparées ; en effet la lyse sur­
venant au cours de la conservation oblige à relaver les globules 
rouges. 
- Les globules rouges trypsinés peuvent encore servir d'indi­
cateur (42 p. 100 contre 49 p. 100 avec les globules rouges non 
traités), contrairement à ce qui a été observé chez l'homme (26). 
d) Milieu réactionnel : 
1) pH.
Lorsque le liquide de Hanks vire au jaune on n'observe plus 
aucune rosette. 
2) Influence dll sérum ajouté au milieu réactionnel. 
Le sérum ajouté, sérum de mouton normal, sérum de veau 
f œtal, sérum de porc f œtal, absorbé sur les G.R.M. ne conduit 
pas à des différences sensibles par rapport à un milieu n'en 
contenant pas, lorsque le test est effectué le jour même du pré­
lèvement sanguin et que la température a été maintenue à 
+ 6 •c. En revanche lorsqu'on opère à + 37 •c 1/2 h à 1 h 30, 
comme dans le cas des tests d'inhibition (tabl. III), le sérum 
se révèle nécessaire. Il semble qu'il y ait protection des cellules, 
les tests de vitalité lymphocytaire étant meilleurs ; en outre les 
globules rouges sont mieux préservés et adhèrent plus ferme­
ment aux cellules. 
TABLEAU III 
Effet protecteur du sérum de mouton normal sur les rosettes thymiques lors 
d'une préincubation à + 37 oc. Les thymocytes mis en contact avec du SM 
ou du liquide de Hanks sont ensuite lavés avant la pratique du test. 
Milieu de préincubation 
Préincubation 
Hanks Sérum mouton normal 
Non 60 N.F.* 
33 N.F.* 
1 h 30; + 37 oc 2 49 
* N. F. Test non fait. 
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e) ln( luence de la température.
- Sur le culot globules rouges-lymphocytes. 
Les suspensions de globules rouges et de lymphocytes équi­
librées à la température du laboratoire sont mélangées puis 
centrifugées ; le culot est placé ensuite 1/2 h à 0 °C, + 4 °C, 
+ 22 °C ou + 38 °C. Le tableau IV montre que la variation est 
minime entre 0 °C et + 4 °C; au-delà de + 4 °C les pourcen­
tages sont plus faibles et nuls à + 38°, 5 °C, température cor­
porelle du porc. 
TABLEAU IV 
ln"fluence de la température d'incubation du culot 
sur la formation des rosettes 
Température d'incubation • 
du culot GR + lymphocytes 
+ 4 °C + 22 oc + 38,5 oc 
Pourcentage rosettes E ... 24 22 15 0 
• Incubation d'une demi-heure (rapport GR/lympho 12/1). 
- Sur la suspension lymphocytaire (tabl. V). 
- Si la suspension est utilisée immédiatement après sa pré-
paration, une incubation unique du culot G.R.-lymphocytes d'l h 
à + 6 °C est suffisante (2 A, 4 A). 
- Pour une suspension conservée dans le liquide de Hanks 
à + 6 °C moins de 2 h après sa préparation, une incubation à 
+ 38 °C de 30 mn (2 B) préalablement à l'adjonction des G.R., 
permet de retrouver les pourcentages initiaux (2 A). 
En revanche, conservée au-delà de 20 h (3 C), même réincubée 
à + 38 °C, on ne récupère pas les pourcentages optimaux. 
- Cas particuliers : 
Pour certaines suspensions, une incubation à + 38 °C est 
néfaste (3 A) alors que pour d'autres, elle demeure sans effet 
net (2 A, 5 B). De même certaines conservées 20 h à + 6 °C 
donnent encore un pourcentage optimal ( 4 B) alors que pour 
d'autres, le pourcentage est abaissé (2 C). 
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TABLEAU V 
Influence de la température de conser"ation des lymphocytes 
sur le pourcentage de rosettes E 
(Les blancs signifient l'absence d'incubation) 
No Conservation 1 re incubation 2e incubation Pourcentage 
Exp. de la suspension avant adjonction GR culot + cellule rosettes E 
qq. mn à 1 h + 6 oc 19 
1 1 h + 6 °C 45 
qq. mn à + 6 oc 38 oc 0 h 30 1 h + 6 oc 27 
+ 38 oc 1 h 1 h + 6 °C '13 
A 38 
+ 38 °C 1 h 1 h + 6 oc 44 
+ 6 °C 1 h + 38 °C 5 mn 1 h + 6 °C 31 
2 B 15 mn 1 h + 6 oc 36 30 mn 1 h + 6 °C 37 
+ 6 oc 2'1 h 16 
c 1 h + 6 °C 21 + 6 oc 24 h + 38 oc 30 mn 5 
1h+6oC 11 
1 h + 6 oc 35 
A + 38 oc 40 mn 15 
+ 38 °C 40 mn 1 h + 6 oc 18 
3 B + 58 oc 40 mn 1 nuit + 6 oc 37 + 6 °C 2 h 1 h + 6 °C 15 
4 
5 
+ 6 oc 20 h + 38 °C 5 mn 13 
c 15 mn 19 
30 mn 20 
1 h + 6 oc 48 
A + 38 oc 40 mn 1 h + 6 oc 45 
+ 38 °C 1 h 30 1 h + 6 °C 37 
B + 6 oc 20 h 1 h + 6 °C 50 
A 1 h + 6 °C 50 
+ 38 oc 1 h 30 1h+6°C 47 B 1 nuit + 6 oc 7 
Les cas particuliers conduisent à émettre l'hypothèse d'un 
stade métabolique différent suivant les suspensions ; en effet, 
il peut s'écouler un laps de temps variable entre le moment de 
la récolte du sang et celui où il est traité en vue de la préparation 
lymphocytaire. Certains autres facteurs, tels que concentration 
cellulaire avec ou sans protéine sérique sont alors susceptibles 
de jouer un rôle en modifiant le métabolisme membranaire (5). 
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IV. -- Adhérence du cnmple:t:e zymosan-C:i <lll.r Cl'llules nwno­
nucléées. 
Les cellules sanguines n•coun·rtes de grains de zymosan repn'­
senknt une population numt'·ri<JlH.'llH'nt plus faihle <Jlll' celle des 
rosettes E ; erl\'iron t:J p. 100 des cellules forment dc•s rosettes 
ù grains de zymosan, dont la maj oritt'• sont morphologiqtH'llH'nl 
semblables aux lymphocytes, ll's monocytes ne reprrsent:111t que 
1 à 2 p. 100 (Photo 2). 
PHOTO 2. - Rosette à Zymosan (R.Z.) 
Le tableau VI montre que de nombreuses sources de C:i 
conviennent. Cependant, elles ne sont pas toutes dfieaees dans 
le système ht'·1110lytique constitut'• de globules rouges de mouton 
et d'anticorps de lapin ; or il est utile de vt'·rilïer l'adivitt'· de 
la prrparation de zymosan, eomme devant inactiver le complt'•­
ment ; c'est ainsi qu'on a choisi le sfrum de pore utilist'· pur ou 
dilué au 1/3. 
--- Facteurs influençant le pourcentage de rosettes <i zymo.rnu 
(RZ>. 
Age de fo suspension 
Une suspension fraichement préparée donne toujours un pour­
centage supérieur à celui donné par une suspension ùgt'·e de 
quelques heures conservées à -L 6 °C (tahl. VII). 
ln{ l1ll'nce de la température : 
Les lymphocytes incuhrs à + 38 °C pendant 1 h ne donnent 
que 11 p. 100 de H.Z. contre 18 p. 100 pour les témoins. 
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TABLEAU VI 
Effet de la source de C3 sur le pourcentage de rosettes à Zymosan 
(expérience effectuée sur 3 porcs 1, 2, 3) (pourcentage RZ) 
Pourcentage de rosettes Zymosan 
Sérums, Source de C3 
Hamster 
}
1/1 .. . . . . . . .
1/2 . . . . . . . . .
Lapin 
}
1/1 . . . . ..... 
1/3 . . ....... 
}
1/1 . . . . . . ... 
Cheval 1/2 . ....... . 
1/5 . . ...... . 
Souris 
}
1/1 . . . . . . . . . 
1/3 . . . . .. . . . 
Mouton } 1/1 ....... . . 1/3 . .. . . . . . .
Porc 
}
1/1 . . . . .... . 























Valeurs moyennes et "ariations du pourcentage de rosette à zymosan. 
Entre parenthèses nombre d'indi"idus testés 
Suspension lymphocytaire 
Source de complément 
JO J1 
Sérum de porc non dilué ...... . 13,8 ± 3,3 (6) ND 
Sérum de mouton 1/3 ........ . 17,1 ± 6 (8) 6 (3) 
- Identification de la sous-population lymphocytaire. 
La technique mixte permet de mettre en évidence au moins 
deux sous-populations lymphocytaires distinctes puisque les lym­
phocytes T formant des rosettes E ne forment pas de rosettes 
zymosan (tabl. VIII) ; comme d'autre part on n'observe aucune 
R.Z. parmi les lymphocytes thymiques et qu'une filtration sur 
bourre de nylon élimine le phénomène (cf. ci-dessous), on peut 
rattacher valablement ces cellules aux lymphocytes B. 
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TABLEAU VIII 
Indépendance des lymphocytes formant rosette E et RZ 
sauf pour 2 p. 100 de lymphocytes 
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(expérience 1 réalisée avec des GR âgés de 2 jours lavés plus de 6 fois) 
Pourcentage de lymphocytes formant rosette 
Nature de la rosette Technique séparée Technique combinée 
2 1 2 
E 5 25 7 25 
RZ 10 10 12 10 
Mixte E, RZ 2 0 
V. - Cellules comportant 2 récepteurs ; rosettes mixtes E et RZ. 
Le tableau VIII montre que la technique combinée n'interfère 
pas sur le pourcentage des 2 populations E et RZ évaluées sépa­
rément ; on observe seulement 2 p. 100 de lymphocytes possé­
dant les 2 récepteurs. 
VI. - Adhérence des globules rouges de mouton sensibilisés auJ: 
cellules mononucléées : Rosettes EA. 
En se plaçant dans des conditions techniques défavorables 
pour diminuer la formation de rosettes E, on observe la forma­
tion de rosettes EA composées en majorité d'au moins 8 G.R. ; 
le phénomène dépend de la concentration d'antisérum utilisé 
pour sensibiliser les G.R.M. ·(fig. 2). Cependant l'absorption de 
ce sérum sur lymphocytes porcins ne diminuant pas le phéno­
mène, il s'en suit qu'il ne s'agit pas d'agglutination mixte. On 
observe en moyenne 27 p. 1 OO de rosettes EA avec les globules 
rouges sensibilisés contre 11 p. 100 de rosettes E dans les mêmes 
conditions techniques. 
a) Variations des paramètres techniques et leurs effets sur 
le nombre de rosettes EA : 
- Spécificité de l'antisérum. 
Il ne semble pas qu'entre en jeu la spécificité anti-Forssmann 
car des globules rouges de cheval sensibilisés par l'anti-stroma 
de mouton n'adhèrent pas aux cellules mononucléées. D'autre 
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part des globules rouges de porc sensibilisés par un sérum 
préparé chez le lapin, ne conduisent pas non plus à la forma­
tion de rosettes. Ces observations prouvent aussi qu'on ne se 
trouve pas en présence d'un attachement non spécifique des 
immunoglobulines de lapin sur les érythrocytes de mouton . 





1/2 1/5 1/10 Dilution du sérum anti-G.R.M. 
FIG. 2. - Influence de la sensibilisation des G.R.M 
sur le pourcentage de rosettes E.A. 
- Influence de la température. 
Lorsque les cellules sont préincubées à + 37 °C avant d'être 
mises en contact des G.R.M. sensibilisés, le pourcentage peut 
baisser jusqu'à perdre 73 p. 100 de sa valeur initiale au bout 
de 30 mn. Cependant, certaines suspensions n'accusent aucune 
variation même après 1 h 30 d'incubation à + 37 °C. 
- lige de la suspension. 
Dans la majorité des cas, une suspension conservée 12 h à 
+ 6 °C conserve la même proportion de cellules EA. Contrai­
rement aux rosettes E, des lymphocytes morts sont encore 
capables de fixer des G.R.M. sensibilisés. 
- Inhibition par le NaJI EDT A. 
L'adhésion de globules rouges sensibilisés par des anticorps 
19 S aux macrophages péritonéaux de la souris dépend de la 
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présence de cations divalents (15) alors que l'adhésion aux 
lymphocytes s'effectue en leur absence (1). La diminution du 
pourcentage de EA observée dans notre système en présence de 
ce sel peut donc être due à la participation des monocytes ou 
encore à l'inhibition du phénomène des rosettes E provoquée 
par le pH acide ; en effet jusqu'à présent, aucun récepteur Fe 
n'a été mis en évidence sur les monocytes sanguins pour les IgM. 
- Inhibition par un sérum anti-thymocytaire. 
Un sérum antithymocytaire de porc moyennement absorbé 
possédant un titre inhibiteur des rosettes E au 1 /64 inhibe les 
rosettes EA à la dilution du 1/32. 
b) Morphologie des cellules formant des rosettes EA. 
Deux types cellulaires sont rencontrés aussi bien sur frottis 
qu'après coloration au rouge neutre ; il s'agit essentiellement de 
lymphocytes, secondairement de monocytes ; il semble que 
10 p. 1 OO de la population monocytaire totale soit capable de 
former ce type de rosettes. 
c) Identification de la sous-population lymphocytaire.
Lorsqu'on mélange les 2 indicateurs Z et EA, on peut cons­
tater (tabl. IX) qu'une proportion importante de EA comporte 
également le récepteur Cab. Après quelques minutes d'incubation, 
les globules rouges se lysent, permettant alors l'identification 
de la cellule centrale ; dans tous les cas, on a pu rattacher son 
type au lymphocyte ; ces faits suggèrent donc qu'une partie des 
lymphocytes EA est identique à la population des Z, appar­
tenant ainsi aux lymphocytes B. L'autre partie pourrait être 
TABLEAU IX 
Détermination du pourcentage de rosettes mixtes zymosan et GRM sensibilisés 
Techniques séparées Techniques mixtes 
Type de rosettes Pourcentage Pourcentage 
Porc 1 Porc 2 Porc 1 Porc 2 
EA 7 8 8 5 
z 3 11 3 7 
EA,Z 7 2 
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constituée de lymphocytes T ; en effet en mélangeant des éry­
throcytes marqués à la fluorescéine et des EA non marqués, 
on constate la formation de rosettes mixtes E, EA autour de 
cellules dont le noyau comporte des mottes de chromatine et 
dont le cytoplasme renferme des granulations. Ces cellules repré­
sentent vraisemblablement des lymphocytes. Le pourcentage de 
ces cellules est difficile à évaluer. 
V. - Adhérence sélective des différentes sous-populations aux 
fibres de nylon. 
Le tableau XA montre d'une part l'enrichissement en lympho­
cytes T dans l'effluent de la colonne et d'autre part l'appauvris­
sement en lymphocytes formant des rosettes RZ. Alors qu'on n'a 
constaté dans cette expérience aucune rétention des lympho­
cytes T, de 70 p. 100 à 100 p. 100 de cellules RZ sont retenues 
et 50 à 60 p. 100 de cellules EA (tabl. XB). Ce dernier résultat 
confirme que la population EA est hétérogène, la partie retenue 
étant sans doute constituée de monocytes et de lymphocytes 
qu'on peut rattacher à ceux possédant en outre le récepteur à 
zymosan ; l'autre partie, non adhérente pouvant correspondre aux 
lymphocytes T possédant en outre le récepteur E, ou à une 
3e population lymphocytaire. Enfin dans une expérience unique 
on a pu constater que les lymphocytes comportant les 2 récep­
teurs E et R.Z. étaient retenus sur la fibre de nylon. 
TABLEAU X-A 
Exemple d'une purification sur bourre de nylon. La colonne 1 représente la suspension 
témoin incubée 0 h 30 à + 37 °C alors que la colonne 2 représente la même suspension 
incubée 1 h 30 à + 37 °C. Remarquer que dans un cas ( incub. 1 h 30 à + 38 oc) l' effl.uent 
donne directement le pourcentage maximal de rosette E. 
Suspension lymphocytaire 
Fraîche- Incubation + 37 oc Effiuent colonne BN ( + 38 oC) Type de ment rosettes préparée Tests Tests après 
1 2 immédiats 1 nuit+ 4 oc 
2 1 2 
E 8 24 24 22 50 49 48 
RZ 10 5 8 3 NF NF 
EA 16 7 7 NF 0 9 
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TABLEAU X-B 
Exemple de calcul du pourcentage de rétention des différentes catégories de rosettes 
Dépôt sur la colonne Incubation 
1) 2. 50 .101 cellules 0 h 30 + 37 °C 
24.101 E 
5 .10• z 
2) 50.10•










3,33 .10• 5 .10• 
Pourcentage 
rétention 
47 p. 100 
0 p. 100 
70 p. 100 
25 p. 100 
0 p. 100 
100 p. 100 
60 p. 100 
• Pour les E et les EA, les calculs sont etlectués à partir des pourcentages obtenus après 
une nuit à + 4 °C. Les pourcentages EA sont obtenus après déduction du pourcentage 
de contamination possible par des E. 
DISCUSSION 
En définitive chez le porc, il existe environ 41 p. 100 de lym­
phocytes circulants capables de former des rosettes E, pourvu 
que soient réalisées les conditions techniques suivantes : une 
suspension jeune, des globules rouges non traumatisés par plus 
de deux lavages et un rapport G.R.M./lymphocytes de 35 ; ces 
lymphocytes n'adhèrent pas à la fibre de nylon et le phénomène 
des rosettes est inhibé par un anticorps anti P.T.A. (24). Ces 
propriétés les rapprochent donc des lymphocytes T des autres 
espèces et notamment de l'homme (13). Cependant nous n'avons 
pas observé que le traitement des G.R. à la trypsine entrave les 
rosettes E, suggérant que pour les rosettes E humaines une autre 
structure sur les G.R.M. est impliquée. 
La faible proportion de lymphocytes T possédant en outre 
un récepteur Fe est en accord avec l'hypothèse qu'il s'agit de 
lymphocytes T activés ; il est probable que les lymphocytes EA 
observés dans le thymus appartiennent à cette catégorie. 
Les lymphocytes qui forment des rosettes à zymosan repré­
sentent environ 14 p. 100 de la population mononucléée sanguine 
et sont adhérents à la fibre de nylon. Comme aucun lymphocyte 
thymique ne forme de telles rosettes et qu'en outre nous n'avons 
mis en évidence que de 1 à 2 p. 1 OO de rosettes mixtes E et RZ, 
on peut valablement rattacher cette population aux lympho­
cytes B. Il serait erroné de conclure, d'après le pourcentage de 
RZ, au pourcentage réel de lymphocytes B; en effet outre le 
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fait qu'on ne décèle que des lymphocytes à récepteur Cab, alors 
qu'il semble en exister à Cad (7), certains auteurs ont montré 
qu'ils ne représentaient que 50 p. 1 OO de la population B (23). 
Le phénomène des rosettes EA est spécifique car il dépend 
étroitement du degré de sensibilisation des globules rouges et 
n'est retrouvé qu'avec certains antisérums. Cependant la déter­
mination de la proportion exacte de lymphocytes à récepteur 
Fe se heurte à deux sources d'erreur possible ; la première 
concerne la possibilité théorique de dénombrer des rosettes E 
malgré le fait que les G.R.M. soient recouverts d'anticorps, la 
deuxième est en rapport avec l'aptitude des monocytes à former 
de telles rosettes. L'adjonction d'EDTAHNaa permet d'éliminer 
cette population lorsque l'anticorps est de la classe des IgM ; 
de plus, la modification du pH du milieu réactionnel empêche 
Ja formation des rosettes E. Ainsi l'adjonction de ce réactif 
devrait permettre une meilJeure estimation de la population EA. 
Quoi qu'il en soit, la population ainsi définie varie entre 16 à 
28 p. 100 et adhère pour environ la moitié à Ja fibre de nylon ; 
il est probable que ces cellules adhérentes soient en même temps 
ceJles capables de former des rosettes mixtes Z et EA ; l'autre 
catégorie cellulaire, non adhérente, correspondrait aux lympho­
cytes T activés ou à une 3e population lymphocytaire, ainsi que 
Je suggère FROLAND (10) chez l'homme. 
En faveur de cette hypothèse, on doit remarquer Je pourcen­
tage trop élevé pour être attribué à des lymphocytes T activés. 
Le développement des techniques mixtes de détection de plusieurs 
récepteurs sur une même ceJlule devrait permettre de confirmer 
chez le porc que cette sous-population est différente de celle 
formant des rosettes E. 
L'observation de l'inhibition des rosettes EA par un sérum 
anti-thymocytaire à une dilution dix fois moindre que ceJle 
correspondant au titre inhibiteur des rosettes E, peut être imputé 
soit à la présence de complexes solubles antigène-anticorps, soit 
à Ja présence d'anticorps anti-P.L.A. Cette dernière éventualité est 
plus probable, d'autant plus que des auteurs ont montré chez 
le rat une inhibition semblable par des anticorps anti-antigène 
d'histo-compatibilité (21). 
Nous avons trouvé 1 à 2 p. 100 de lymphocytes D. Ces derniers 
adhèrent à la fibre de nylon, ce qui suggère leur appartenance 
aux lymphocytes B. Néanmoins, on peut les considérer comme 
des cellules souches et la propriété d'adhésion n'aurait pas la 
même signification que pour les autres catégories lymphocytaires. 
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Enfin, on doit noter que les différents pourcentages donnéi­
dans cette étude sont exprimés en fonction de la population 
mononucléaire sanguine, laquelle est elle-même tributaire 
du mode de purification des lymphocytes utilisé et que les 
pourcentages minimaux peuvent être dus à un mauvais état 
physiologique du porc au moment de l'abattage. Si on estime à 
10 p. 100 la contamination monocytaire, l'addition du pourcen­
tage des T (41 p. 100) et du double du pourcentage des Z (14 X 2) 
(puisque seulement 50 p. 100 des cellules B ont un récepteur Fe) 
ne donne pas 1 OO p. 1 OO, ce qui est en faveur de l'existence d'une 
3e sous-population lymphocytaire ci-dessus mentionnée, les cel­
lules formant rosettes EA et non adhérentes à la fibre de nylon. 
Plus que permettant le calcul d'un pourcentage exact des dif­
férentes catégories, les techniques décrites ont l'avantage d'être 
reproductibles. D'un point de vue pratique elles doivent nous 
permettre de suivre l'évolution d'un traitement immunosuppres­
seur ou d'effectuer les absorptions nécessaires à l'obtention 
d'un sérum anti-thymocytaire purifié par absorption sur les 
cellules B adhérentes à la fibre de nylon. 
RÉSUMÉ 
Les différentes techniques de révélation des rosettes natu­
relles (E), des rosettes à globules rouges de mouton sensibi­
lisés (EA) ou des rosettes à zymosan (RZ) utilisées succes­
sivement permettent d'individualiser des sous-populations 
lymphocytaires dans le sang circulant du porc. Utilisées conjoin­
tement elles mettent en évidence : 
1) un compartiment T dépendant, représenté par des lympho­
cytes ne formant que des rosettes E ; ces lymphocytes n'adhèrent 
pas à la fibre de nylon et le phénomène des rosettes E est inhibé 
par un anticorps anti-P.T.A. ; 
2) un compartiment B dépendant représenté par des lympho­
cytes formant des rosettes à Zymosan et des lymphocytes 
formant des rosettes EA. Ces lymphocytes sont adhérents à la 
fibre de nylon ; les rosettes EA sont inhibées par un sérum 
anti-thymocytaire à un titre inférieur à celui inhibant les 
rosettes E ; 
3) des lymphocytes à double récepteur E et RZ, en proportion 
faible, adhèrent à la fibre de nylon. 
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